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要約 
我々は、中脳中心灰白質においてストレス応答マーカーである Phosphorylated 
Extracellular Signal-regulated Kinase (pERK) を指標とし、拘束ストレス下に
おけるチューイングの影響について検討した。 
 ラットに拘束ストレスを与えると、中脳中心灰白質において pERK 免疫陽性
細胞の数が増加した。中脳中心灰白質の 4 つに細分化された領域の中では、中
脳中心灰白質の背外側部と腹外側部において顕著に免疫陽性細胞の数が増加し
た。 拘束ストレス条件下でのチューイングはこれら 2 つの領域におけるスト
レス誘発性 pERK 免疫陽性細胞数の増加を、有意差 (p<0.05) をもって抑制し
た。我々はこれまで、視床下部などの脳領域でチューイングによるストレス抑
制効果を明らかにしてきたが、今回の結果は、中脳中心灰白質 (背外側部、腹外
側部) においてもストレス応答を軽減させる可能性があることを示唆している。 
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緒言 
 ストレスはしばしば、不快感を伴い、神経伝達物質などの変化を引き起こす
1)。チューイングは脳のストレス応答を調節する自発的な行為であると考えられ
ている 2-5)。これまで脳の色々な部位で、チューイングがストレスによって起こ
る脳内変化を抑制することを示してきた。例えば、拘束ストレスは視床下部の
副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン(CRH)免疫陽性細胞の数を増加させるが、
チューイングはこの増加を抑制することが明らかになっている 2)。また、拘束ス
トレスは、視床下部における神経型一酸化窒素合成酵素 (neuronal nitric oxide 
synthase; nNOS)の mRNA 発現を増加させるが、チューイングはこの増加を抑
制する³⁾。拘束ストレス下におけるチューイングは、海馬の CA1 領域のミネラ
ルコルチコイド受容体におけるストレス誘発性の増加を防ぐ 5)。電気生理学的に
は、ストレスは海馬における長期増強(LTP)の減衰を促進するが、チューイング
はこの減衰を抑制する 6)。これらの結果は、チューイングが様々なストレスに応
答する種々の脳領域に影響し、ストレスを軽減する可能性があることを示唆す
る。 
 中脳中心灰白質は中脳水道の周囲にあり、中脳水道を基準に背内側部、背外
側部、外側部そして腹外側部の 4 領域に分けられる 7)。中脳中心灰白質は不安や
恐怖に対する防御反応 8-10)と下行性の痛覚抑制性経路の形成に必須な領域であ
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る 11,12)。ラットにおいて中脳中心灰白質はストレスや恐怖によって誘発される
鎮痛の形成に重要な役割を果たしていることが報告されている 13)。外側部と背
外側部は不安や恐怖に対する攻撃的行動を起こし 14,15)、腹外側部の一部は回避
的行動を起こす 16-18)。中脳中心灰白質の背外側部は特に下行性の痛覚抑制に重
要である。これらの事実は、中脳中心灰白質が様々なストレスに対する反応行
動を引き起こす脳領域の一つであることを示唆する。 
 本研究では、MAP キナーゼ ( Mitogen-activated Protein Kinase) の一つで
あるERK (Extracellular Signal-regulated Kinase) のリン酸化型ERK (pERK) 
を応答性神経細胞の指標として 19,20)検出することにより、拘束ストレス下にお
けるチューイングの効果を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
5 
 
材料および方法 
 実験には 7 週齢の Sprague-Dawley 雄性ラットを用いた。室温 22±3℃に調
整した部屋で 12 時間の明暗サイクルで飼育した。本実験は神奈川歯科大学動物
倫理委員会の承認を受け、定める動物実験指針を遵守して行われた。 
 実験動物をコントロール群(n=7)、拘束ストレスのみの拘束ストレス群(n=7)、
拘束ストレスをかけている間にチューイングをさせたストレスチューイング群
(n=7)に分けた。対照群ラットは拘束しなかった。ストレス群、ストレスチュー
イング群は定法に従って急性ストレスを負荷した。拘束ストレスは、木製のボ
ード(18×25cm)にラットを仰臥位にし、四肢を固定することによって与えた。
前肢は体の正中線に対して 45°になるように、後肢は正中線に対して 135°に
なるようにテープで固定した。拘束ストレスをかける時間は過去の論文を参考
にして 15 分とした。ストレス群はこの位置を 15 分間継続し、ストレスチュー
イング群は拘束ストレスを与えている間木製の棒を噛ませた。ストレス負荷終
了後直ちにストレス群、ストレスチューイング群両群の灌流固定を行った。 
 免疫組織化学的検索は、我々の通法により行った 21)。実験動物はペントバル
ビタールナトリウム(35 mg/kg i.p., Wako Pure Chemical Industries Ltd., 大阪, 
日本)で深く麻酔し、0.9%NaCl で経心的に灌流、その後、4%パラホルムアルデ
ヒド、0.2%ピクリン酸を含む 0.1M リン酸ナトリウム緩衝液(PB, pH 6.9)で灌流
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固定を行った。速やかに脳を摘出し、上丘の吻側 (G. Paxinos and C. Watson
のラット脳アトラスにおけるブレグマおおよそ-5.3mm)、および下丘の尾側(ブ
レグマおおよそ-8.7mm)で横断し、3 ブロックに分け、4℃で 1～2 日間、同じ固
定液で後固定を行った。PB で洗浄し、20%スクロース浸漬後、中央ブロック(中
脳)を凍結ミクロトームを用い厚さ 30μm のスライスを作成した。3 枚に 1 枚の
切片をすべて集め、フリーフローティング法を用いて免疫染色を行った。切片
は 0.9%NaCl を含む 0.1 M PB(pH7.4)で一晩洗浄し、1 次抗体として rabbit 
polyclonal antibody against phospho-p44/42 MAP kinase (ERK 1/2, lot 
number #9101, Cell Signaling Technology Inc., Denbers, MA, USA)を使用し
た。この抗体はリン酸化した ERK1、ERK2 を検出するが、非リン酸化型は検
出しない。抗体は希釈倍率 1:1,000 で 1% ウシアルブミン(BSA)と 0.3% Triton 
X-100 を含む PBS (PBS-BSAT)で希釈し、切片はこの溶液で 4℃、3 日間反応さ
せた。PBS にて洗浄後、2 次抗体(biotinylated goat anti-rabbit IgG; Vector 
Laboratories, Burlingame, CA, USA)にて希釈倍率 1:1,00でPBS-BSATに希釈、
室温で 1 時間反応させた。切片を再度 PBS で洗浄後、avidin-biotin-horseradish 
peroxidase complex (ABC; Vector Laboratories) を 希 釈 倍 率 1:200 で
PBS-BSAT に希釈、室温で 30 分反応させた。PBS で最終洗浄後、切片を 0.02% 
3, 3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 、  0.005% hydrogen 
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peroxideを含む 0.05 M Tris-HCl バッファー(pH 7.4)で 5～10分間反応させた。
切片はチオニンで対照染色し、アルコールで脱水、キシロールで透徹しマリノ
ール(Muto Pure Chemicals, 東京、日本)で封入した。免疫陽性細胞の数はすべ
ての染色した切片(約 30 枚)を使い、顕微鏡倍率 100 倍(接眼レンズ 10 倍×対物
レンズ 10 倍)で観察しながらカウントした。中脳中心灰白質亜領域の境界線に
ついてはラット脳アトラスを参照した 22)。 
 統計分析は SPSS(Version 13.0)を用いて行った。一元配置分散分析は Tukey’s 
honest significant (HSD) test に従って行い、p<0.05 をもって免疫陽性細胞数
の差を有意とみなした。 
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結果 
 コントロール群では、中脳中心灰白質の pERK 免疫陽性細胞は散在性であっ
た。中脳中心灰白質の 4 区画の中で、背外側部と腹外側部の中脳中心灰白質に
比較的多くの免疫陽性細胞が観察され (Fig. 1A, D)、外側部と背内側部には免疫
陽性細胞はわずかであった(Fig. 1G, J)。腹外側部の免疫陽性細胞は多く観察さ
れたにも関わらず、コントロール群の中脳中心灰白質の pERK 免疫陽性線維は
他の 3 区画を含めわずかしか観察されなかった(Fig. 1A, G, J)。 
 ストレスのみの群では、コントロール群と比較して、特に背外側部、腹外側
部の中脳中心灰白質でより多くの pERK 免疫陽性細胞がみられた(Fig. 1B, E)。
コントロール群での免疫陽性胞体は紡錘形、ないしは三角形を呈していたが、
ストレス群でみられる免疫陽性細胞体も、類似した形状を示した。背外側部、
腹外側部では、pERK 免疫陽性線維もより多く観察され、より強く染色されて
いた(Fig. 1B, E)。これらの免疫陽性線維の形状は平滑を示すものが多かったが、
これに加えて、細い念珠状の免疫陽性線維も観察された。コントロール群の中
脳中心灰白質はこのような免疫陽性線維はごくわずかしかみられなかった。 
 ストレスチューイング群では、コントロール群と同様に pERK 免疫陽性細胞
は背外側部、腹外側部でさえストレス単独群と比較すると少数しか観察されな
かった。免疫陽性線維の特徴もコントロール群と同様であった。すなわち形状
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が平滑を示す免疫陽性線維は少数観察されるにもかかわらず、念珠状の免疫陽
性線維はほとんど観察されなかった(Fig. 1C, F)。このような差は、背外側部、
腹外側部で著明であったが、外側部(Fig. 1G, H, I)、背内側部(Fig. 1J, K, L)では
明らかではなかった。 
 中脳中心灰白質のそれぞれの区画の免疫陽性細胞の数の解析は顕微鏡観察に
よって得られた結果と一致した。チューイングは背外側部、腹外側部における
ストレスによる pERK免疫陽性細胞数の増加を抑制した(Fig. 2)。背外側部では、
拘束ストレスで免疫陽性神経の数が増加した (94 ± 9) 。この増加はコントロ
ール群と比較し 170%の増加率であった。そして、ストレス中のチューイングは
その増加を抑制した (38 ± 6 p<0.01)。この細胞数はコントロール群の背外側
部における免疫陽性細胞数と類似していた(35 ± 10)。このチューイングによる
抑制はストレス群と比較して 150%の減少率であった。また、拘束された動物の
腹外側部では、免疫陽性細胞数は 189 ± 6 であり、この増加はコントロール群
と比較して 130%の増加率であった。ストレス下でのチューイングは動物あたり
の免疫陽性細胞数は130 ± 12と、コントロール群 (82±32) と類似していた。
このチューイングによる抑制はストレス群と比較して 45%の減少率であった。
腹外側部におけるコントロール群と拘束ストレス群、拘束ストレス群とストレ
スチューイング群との差は p<0.05 をもって統計学的な有意差があったが、コン
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トロール群とストレスチューイング群との間では統計学的な有意差はなかった。
背外側部と腹外側部とは対照的に、ストレス下(Fig. 2)での外側部、背内側部の
免疫陽性細胞の増加は統計学的に有意差はなかった。従って、ストレスチュー
イング群の免疫陽性細胞数の変動も統計学的に有意差がなかった。 
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考察 
 本研究で、ストレス下でのチューイングは背外側部、腹外側部中脳中心灰白質
においてストレス誘発性の pERK 免疫陽性細胞の増加を抑制したが、この効果
は外側部と背内側部では認められなかった。チューイングの抑制効果は特に背
外側部(150%減少率)において著明であった。このことはチューイングの脳内に
及ぼす影響は、中脳中心灰白質に限れば背外側部で特に大きいことを示唆する。
中脳中心灰白質は扁桃や視床下部 23-25)などの領域から投射を受け、同時に脳幹、
例えば黒質や腹側被蓋野 26)などに投射している。中脳中心灰白質は発声、生殖
行動、循環器系のコントロール、防御反応、そして侵害受容の感受性の調節な
どを含めた多くの生理機能と関係している。c-fos タンパク質を指標とすると、
中脳中心灰白質の腹外側部は内臓由来の持続性疼痛に選択的に応答する 27)。こ
の腹外側部の人工的刺激は活動停止、無動、活動低下のような消極的防御応答
を誘導する 14,28-29)。さらに腹外側中脳中心灰白質にβ-N-oxalyl-amino-L-alanin 
(AMPA グルタミン酸受容体作動薬) をマイクロインジェクションすると、72%
のマウスに無動がみられた 30)。拘束ストレスは腹外側部の pERK 免疫陽性細胞
の数を増加させることから、拘束ストレスは、おそらく持続性疼痛と同種のス
トレスであり、またそのようなストレスは中脳中心灰白質の腹外側部を通して
他の神経細胞に投射し、応答行動に影響している可能性がある。一方、腹外側
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部も若干含まれるが、背外側部は痛みの下行性抑制のコントロール 16,17)や、心
理的ストレスや恐怖による鎮痛誘発のメカニズムに重要な部位である 31)。また、
捕食者との遭遇は著明に中脳中心灰白質の背外側部で c-fosタンパク質発現量を
増加させる。ただし、この増加は背外側部に限局されたものではない 32)。背外
側部と外側部の一部は積極的防御行動を起こし、腹外側部の一部は消極的防御
行動を起こす 13)。従って、背外側部と腹外側部は積極的または消極的防御応答
の選択及び決定に関与していると示唆される。このように、背外側部、腹外側
部での pERK 免疫陽性細胞の増加は積極的または消極的防御応答の選択のため
の神経回路に関与しているかもしれない。チューイングは拘束ストレスによる
この強制的選択及び決定をさせる圧力を軽減する可能性が考えられる。 
 夜間のチューイング、いわゆるブラキシズムは機能的な目的ではなく不随意
性の歯ぎしりやグラインディングと定義されている 33)。近年、ブラキシズムは
ストレス対処の生理機構であると示唆されている 34)。対照的にチューイングは
ブラキシズムと同様の行動であるが随意性である。近年の論文でチューイング
はストレス応答を調節していると報告されている 2-5)。ストレスは神経伝達物質、
神経ペプチド、ホルモンの変動を引き起こす 1)。例えば、拘束ストレスは視床下
部室傍核での副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン (CRH) 免疫陽性ニューロン
の数を増加させ、そしてチューイングはその増加を抑制する 2)。神経型一酸化窒
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素合成酵素 (nNOS) の mRNA 発現は拘束により視床下部で増加するが、拘束
中のチューイングはその増加を抑制する 3)。同様に拘束ストレスは視床下部で
c-fos や pERK 免疫陽性細胞を増加させ、チューイングの併用はこのストレス誘
発性増加を抑制する 4)。チューイングのこのような効果は脳だけでなく血漿でも
認められる。急性拘束ストレスは副腎皮質刺激ホルモン(ACTH)やコルチコステ
ロンの血中濃度を増加させるが、チューイングはこのホルモンの増加を抑制す
ることができる 35)。これらの事実は、チューイングは視床下部を通してだけで
なく、中脳中心灰白質を通してストレスが原因で起こるの様々な変化を軽減さ
せることができることを示唆している。 
 MAP キナーゼ (mitogen-activated protein kinases) の中でも、リン酸化し
た ERK (Extracellular Signal-regulated Kinase) (pERK) は、成長因子、ホル
モン、神経伝達物質、そしてカルシウムイオン流入のような様々な細胞外シグ
ナルに対する応答神経細胞の指標として使われている 36-42)。 ERK のリン酸化
のメカニズムは多様であり 35-37)、誘導因子によって異なる場合も考えられるが
pERK はストレスに対する応答神経細胞のマーカーとしても利用されている
43-46)。興味深いことに、脳内の反応領域はストレスの種類によって差異がみられ
る。例えば、強制水泳は前頭前野を含めた新皮質や線条体での pERK を増加さ
せる 42)が、拘束ストレスは海馬、前頭前野、帯状回皮質で pERK レベルが増加
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する 47)。このことは、pERK がマーカーとして利用される場合、ストレスの受
容経路およびその応答経路によって反応する神経細胞および/またはストレス知
覚に実質的な差異があるということが示唆される。ERK のリン酸化は、以前か
ら反応性ニューロンの検出に使用されてきた c-fosのようなタンパク質合成と比
べると非常に速やかに起こる化学反応である。実際に、ストレスのわずか 15 分
の間に大脳皮質と線条体で pERK レベルが増加することが明らかになっている
42)。拘束ストレスは視床下部室傍核で 15 分後のピークをもって pERK 免疫陽性
細胞数を増加させる 4)。本研究においても 15 分ですでに中脳中心灰白質の
pERK 免疫陽性細胞の数が増加する。これら 2 つの脳領域は拘束ストレスに対
して同時に応答していることが推察される。総合すると拘束ストレスは中脳中
心灰白質、視床下部室傍核、そしておそらく他の脳領域においてストレス後速
やかに pERK レベルを増加させる、そしてストレス中のチューイングの併用は
これらストレス誘導性の変化を抑制することを示唆している。従って、チュー
イングはストレス時の防御行動の一つである可能性が示唆される。 
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結論 
 本研究で我々は、拘束ストレスは中脳中心灰白質の背外側部、腹外側部におい
て pERK 免疫陽性細胞を増加させることを明らかにした。拘束ストレス中のチ
ューイングはストレス誘導性の免疫陽性細胞の増加を抑制した。中脳中心灰白
質は不安や恐怖に対する痛覚の感受性を調節する主要な脳領域の一つである。
従って、チューイングは中脳中心灰白質を通してストレス感受性を調節してい
る可能性が示唆された。 
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Figure 1.  
中脳中心灰白質の背外側部(A, B, C)、腹外側部(D, E, F)、外側部(G,H,I)、背内
側部(J,K,L)の pERK 免疫陽性細胞を示す写真。コントロール群(A, D, G, J)、ス
トレスのみの群(B, E, H, K)、ストレスチューイング群(C, F, I, L)。ストレスチ
ューイング(C, F)は背外側部、腹外側部の免疫陽性細胞のストレス誘導性増加(B, 
E)を抑制することに注目。チオニンで対照染色。矢印は免疫陽性細胞を示す。 
  
略称 
Aq: aqueduct, 中脳水道; dlPAG: dorsolateral PAG, 背外側中脳中心灰白質; 
dmPAG,: dorsomedial PAG, 背内側中脳中心灰白質; lPAG: lateral PAG, 外側
中脳中心灰白質; vlPAG: ventrolateral PAG, 腹外側中脳中心灰白質。 
 
オリジナル倍率 100 倍; スケールバー＝100m. 
 
Figure 2. 
中脳中心灰白質のそれぞれの区画における pERK 免疫陽性細胞数。 
白カラムはコントロール群、グレーカラムはストレスのみの群、黒カラムはス
トレスチューイング群を表す。 
カラム上の直線はそれぞれの標準偏差を示す。 
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Figure 1.  
中脳中心灰白質の背外側部(A, B, C)、腹外側部(D, E, F)、外側部(G,H,I)、背内側部(J,K,L)の
pERK 免疫陽性細胞を示す写真。コントロール群(A, D, G, J)、ストレスのみの群(B, E, H, K)、
ストレスチューイング群(C, F, I, L)、ストレスチューイング(C, F)は背外側部(B, C)、腹外側部(E, 
F)の免疫陽性細胞のストレス誘導性増加(B, E)を抑制することに注目 
 
略語 
Aq, aqueduct：中脳水道、dlPAG, dorsolateral PAG：背外側中脳中心灰白質、dmPAG, 
dorsomedial PAG：背内側中脳中心灰白質、lPAG, lateral PAG：外側中脳中心灰白質、：vlPAG, 
ventrolateral PAG：腹外側中脳中心灰白質 
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Figure. 2 
中脳中心灰白質のそれぞれの区画における pERK 免疫陽性細胞数。 
白カラムはコントロール群、グレーカラムはストレスのみの群、黒カラムはストレスチューイン
グ群を表す。 
カラム上の直線はそれぞれの標準偏差を示す。 
 
